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(57) Abstract 

The medicament comprises as active ingredient at least a monoclonal antibody directed against the humain molecule LFA-1 in isotonic 
aqueous solution for perfusion and at least one stabilizing agent such as tris(hydroxymemyl)aminomethane and the Tween ®80. For a 
solution of 1 litre, the medicament may comprise from 0.1 to 10 g, particularly approximately 1 g of monoclonal antibody, and from 0.1 
to 10 g, particularly 2.4 g of tris(hydroxym6myl)anunc^thane or analogue and from 0.1 to 10, and particularly 2 per 10 thousand Tween 



(57) Abrege 

Le medicament comprend a titre de principe actif au moins un anticorps monoclonal dirige contre la molecule LFA-1 humaine en 
solution aqueuse isotonique pour perfusion et au moins un agent de stabilisation tel que le tris (hydroxymethyle) aminamethane et le Tween 
®80. Pour une solution d'un litre, le mfidicament peut comprendre de 0,1 a 10 g, notamment 1 g environ d' anticorps monoclonal, et de 0,1 
a 10 g, notamment 2,4 g de tris (hydroxymethyle) aminomdthane ou analogue et de 0,1 a 10, et notamment 2 pour dix mille de Tween ®80. 
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ANTICORPS MON0CL0NAUX ANTI-LFA-1 POUR LA PREPARATION D'UN MEDICAMENT 
DESTINE A PREVENIR LE RE JET DES GREFFES D'ORGANES 

Utilisation d' ant i corps monoclonaux anti-LFA-1 
pour la preparation d'un medicament destine a prevenir le 
rejet des greffes d'organes sol ides et medicaments obtenus. 

5 La presente invention concerne 1 'ut i 1 i sat ion 

d* ant i corps monoclonaux pour la preparation d'un medicament 
pour la prevention du rejet des greffes d'organes sol ides, 
des medicaments les comprenant et un kit medical pour 
assurer cette prevention. Par organes sol ides, on entend 

10 notamment le rein, le coeur, les poumons , le foie, la peau 
ainsi que des glandes endocrines teiles que les glandes 
pituitaires, la thyro'ide, le pancreas, et des suspensions 
cellulaires extraits de ceux-ci (par exemple ilots de 
Langerhans), etc. 

15 La derniere decennie a vu une amelioration des 

resultats des transplantations d'organes, notamment de 
reins, se traduisant par une amelioration de la survie des 
patients et des greffons. Avant 1981, 1 'ut i 1 isation 
d' Azathioprine (AZA) et de Prednisone (P) constituait 

20 1 ' immunosuppression prophylact ique de base en mat i ere de 
transplantation renal e, malgre un taux relativement faible 
de survie du greffon. L' apparition de la Cyclosporine A 
(CsA) a permis d'ameliorer signif icativement la survie des 
greffons, approximat ivement de 90 % a un an (in "Annual 

25 Report of United Network for Organ Sharing" 1989, UNOS Eds. 
Richmond - J.M. Cecka et al . , The UNOS scientific renal 
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transplant registry, In "Clinical transplants" 1989 : 1-8 
UCLA Eds. Los Angeles) avec une survie prolongee des 
patients (environ 95 % sur un an), mais avec comme 
contrepartie des problemes de toxicite non negl igeables . On 
a egalement inclus des anticorps ant i lymphocy tai res 
polyclonaux et monoclonaux dans des protocoles de 
prophylaxie et de traitement curat if de re jet . 

On a pu montrer de faibles taux de rejet precoce 
des greffons par un traitement en deux temps comprenant 
ini tialement 1 'uti 1 i sat ion d* anticorps polyclonaux 
ant i lymphocytaires puis de CsA a titre d 1 immunosuppresseur 
principal de maintenance (A.J. Richardson et al . , Transplant 
Internat 1990 ; 3 : 26-31 - B.G. Sommer et al., 
Transplantation 1987 ; 43 : 85-90). 

L'arrivee des anticorp6 monoclonaux (mAb) a 
specificite determinee a permis d'envisager une action plus 
precise en termes d* induction d ' immunosuppress ion et de 
traitement des episodes de rejet. Jusqu'a present, seul 
1 'anticorps OKT3 (mAb anti-CD3) a regu une autorisation de 
mise sur le marche pour le traitement curatif des episodes 
de rejet de greffe renale (Orthoclone OKT*3 , Product 
Information, Physicians 1 Desk Reference, 43eme Edition 
(Medical Economics Company Inc., N.J. Oradell, 1989, pages 
1500-1501). On ne dispose cependant que de peu de preuves de 
son efficacite pour la prevention des rejets de greffe de 
rein (en combinaison avec une immunosuppression chimique). 
Pour 1' instant, aucun anticorps monoclonal n'a ete reconnu 
pour cette indication. 

La molecule LFA- 1 (molecule de fonction 
lymphocytaire) est une integrine qui appartient au complexe 
d'adhesion lymphocytaire qui intervient dans les phenomenes 
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d'adhesion cellulaire et de communication intercel lulaire et 
qui accrolt notamment les interactions entre lymphocytes 
auxiliaires et leurs cellules cibles. Cette famille de 
produits inclut les molecules Macl, LFA- 1 et Gpl50,95 qui 
presentent une chaine beta commune de 95 kD et se 
distinguent les unes les autres par leur chaine alpha. La 
proteine LFA- 1 ou CDlla/CD18 est un dimere de 180 kD present 
a la surface des cellules de moelle osseuse (lignees 
leucocytaires) , des lymphocytes T, des cellules NK, des 
polynucleaires et des macrophages /monocytes . In vitro, des 
anticorps monoclonaux diriges contre LFA- 1 inhibent la 
plupart des activites des cellules T. 

L'anticorps anti-LFA-1 a ete utilise chez 1 'enfant 
pour la greffe de moelle osseuse HLA incompatible (A. 
Fischer et al., Lancet 1986 ; ii, (8515) : 1058-1061 - N. 
Perez et al . , Bone Marrow Transplant 1989 ; 4 : 379-384 ). 
Les anticorps anti-LFA-1 ont egalement ete utilises chez des 
patients leucemiques adultes pour prevenir un rejet de 
greffe de moelle osseuse a HLA et depletee en cellules T (D. 
Maraninchi et al., Bone Marrow Transplant 1989 ; 4 : 
147-150). lis ont egalement ete utilises pour traiter 10 
patients presentant une reaction aigue du greffon contre 
l'hote resistant aux traitements par les steroides (A.M. 
Stoppa et al., Transplant Int. 1991 ; 4 : 3-7). 

En matiere de transplantation renale, les 
anticorps monoclonaux anti-LFA-1 ont ete utilises che2 sept 
patients pour traiter des episodes de rejet de greffe aigu 
(B. Le Mauff et al., Transplantation 1991 ; 52, (2) : 291- 
296). II s'agit de l'anticorps monoclonal denomme 25.3. La 
tolerance etait bonne chez les six patients qui ont regu 
plus d'une administration de cet anticorps. Des infections 
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ont ete rapportees chez deux patients. Cependant, un seul 
patient, probablement celui faisant l'episode de rejet le 
plus faible, a recouvre sa fonction renale avant rejet et un 
traitement de secours a du etre mis en oeuvre chez cinq 
d'entre eux . En conclusion cet anticorps a ete considere 
comme inefficace pour traiter le rejet aigu survenant au 
decours des greffes de rein. L 1 appl i cat ion a la prevention 
du rejet n'a pas ete etudiee. 

p.j. Berlin et al., Transplantation, Vol 53, n° 4, 
1992, Baltimore MD, USA, ont decrit une certaine efficacite 
de 1 'administration d'anticorps anti LFA- 1 pour bloquer 
l'activite des cellules T pendant le rejet d'une allogreffe 
cutanee chez le singe et une legere prolongation de la 
survie du greffon avant le rejet. Le seul greffon survivant 
a trois mois correspond a un traitement associant un anti 
CD 11 a un anti-CD2. 

Des anticorps monoclonaux diriges contre ICAM- 1 , 
le ligand naturel de LFA- 1 , ont montre certains resultats 
dans le rejet de greffe de rein chez des primates (B.A. 
Cosimi et al. Leukocyte Adhesion Molecules 1989 : 274). Les 
auteurs suggerent qu'un traitement combinant les anticorps 
anti ICAM-1 et anti LFA- 1 pourrait etre plus efficace (B.A. 
Cosimi et al. J. of Immunol., 1990, vol 144, No. 12, 
4604-4612) . 

M. Isobe, Proceedings of Int. Congress of Immunol. 
Budapest, Aout 23-28, 1992 (Ed Hungarian Soc . for Immunol.) 
Springer, Berlin, 1992, 554, W-90-19, suggere egalement un 
effet de synergie des monoclonaux anti ICAM-1 et anti LFA- 1 
dans la tolerance d ' al logref f es chez le rongeur. 

L ! etat de la technique, tout en reconnai ssant aux 
anticorps anti LFA- 1 , certaines proprietes utiles, ne 
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suggere done pas d'utiliser ces anticorps pour la prevention 
du re jet de greffes d'organes sol ides , sauf sous la forme 
d'associat ions avec d'autres anticorps impliques egalement 
dans les phenomenes d'adhesion cellulaire. 

La demanderesse a maintenant trouve qu ' i 1 etait 
possible de prevenir le rejet des greffes d'organes sol ides, 
tels que le rein, par 1 'admini strat ion d'anticorps 
monoclonal dirige contre la molecule LFA- 1 (CDlla/CD18) 
humaine et ce ( sans association avec d'autres anticorps ni 
avec la cyclosporine A. 

Elle a egalement trouve que l'efficacite de cette 
utilisation etait grandement subordonnee a un protocole 
or igi na 1 d 1 admi ni strat ion . 

La presente invention a done pour objet 
1 'ut i 1 isation d'anticorps monoclonaux diriges contre la 
molecule LFA- 1 humaine pour la preparation d'un medicament 
destine au traitement de base de la prevention du rejet de 
greffes d'organes sol ides, notamment le rein, chez l*homme. 
Les anticorps monoclonaux sont de preference diriges contre 
la chaine alpha de la molecule LFA- 1 . 

Par anticorps dans le sens de la presente 
invention on entend les anticorps humains, non humains, par 
exemple murins, humanises, chimeriques, recombinants, ou 
autres, ainsi que les derives d'anticorps, fragments, etc. 
Tous ces anticorps, y compris les derives, peuvent etre 
prepares par les methodes classiques. 

On peut caracteriser notamment les anticorps 
monoclonaux utiles dans l'invention par le fait qu'ils 
reagissent avec : 

- les lymphocytes T et B, les monocytes, les 
macrophages et les polymorphonuc lea ires ; 
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- 60 % environ des thymocytes et prothymocy tes ; 

- des lignees de cellules T (par exemple lignees 
MOLT- 4 , HPB-ALL et CEM ) ; 

- la lignee KG 1 , isolee a partir d'une leucemie 
myeloide aigue. 

Les anticorps monoclonaux selon 1' invention ont 
pour objectif de bloquer la molecule LFA- 1 et de reduire 
ainsi les interactions i n t ercell u 1 a i res . L'anticorps 
monoclonal doit inhiber I'adhesion et les fonctions 
effectrices des cellules T et des cellules NK. 

Outre les proprietes de liaison definies ci-dessus 
avec les differentes classes cellulaires, les anticorps 
monoclonaux selon 1' invent ion ont avan tageusemen t tout ou 
partie des proprietes suivantes in vitro : 

- inhibition de la reaction 1 ymphocyt a i re mixte et 
part iel lement des proliferations induites par la 
phytohemagglubine (PHA) ; 

- inhibition de la cytotoxic! te T-dependante et de 

la cytotoxicite NK ; 

- alteration du pouvoir d'adhesion des 

polynucleaires sur le verre ; 

- absence de reaction avec la membrane des 
leucocytes d f enfants souffrant d^ne immunodef icience 
congenitale en recepteur LFA- 1 CR3 et complexe Gp 150, 95 ; 

- inhibition de la fixation de la composante C3bi 
du complement sur son recepteur CR3 ; 

- inhibition de 1'activite productrice d'anticorps 
des cellules T helper specifiques de I'antigene ; 

- inhibition partielle de la proliferation des 
cellules T induite par I'antigene ; 

- absence de proliferation cellulaire et de 
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production de TNF-« ; 

- diminution (a forte concentration) des reponses 
prol iferat ives induites par les mitogenes PMA, ConA, PWM et 
0KT3 en solution ; 

- diminution des cellules blastiques et de 
l*expression de la chaine a du recepteur de l'IL-2 (CD25) ; 

- diminution des reponses proli f erat i ves des 
suspensions cellulaires appauvries en monocytes stimulees 
par SEB ou des cellules B al 1 oreact i ves traitees a la 

mi tomycine (MLR) . 

De preference, l'anticorps monoclonal sera une 
IgGl de souris et notamment anticorps 25.3 (reference 
interne 25 . 3 . 1 . 19. 3B7) , egalement designe 25.3.1 dans le 
Lencocyte Typing III, Oxford 21-26 Sept 1986, depose aupres 
de la collection ECACC sous la reference 92 120 309 le 3 
decembre 1992. 

L'anticorps monoclonal destine a prevenir le rejet 
de greffes d'organes sol ides chez un receveur est de 
preference administre a raison d'environ 1 a 50 mg/jour f 
notamment d 1 environ 15 a 20 mg/jour ; de preference sur une 
periode allant de 1 a 30 j., notamment de 3 a 14 ; de 
preference par perfusion, notamment de I'ordre de 30 min. 

L* invention a egalement pour objet un medicament 
comprenant a titre de principe actif au moins un anticorps 
monoclonal dirige contre la molecule LFA- 1 humaine en 
solution isotonique a 1 mg/ml environ dans un vehicule 
approprie. 

L* invention a egalement pour objet un medicament 
comprenant a titre de principe actif au moins un anticorps 
monoclonal dirige contre la molecule LFA- 1 humaine en 
solution aqueuse isotonique pour perfusion et des agents de 
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stabilisation tels que le tris (hydroxymethy 1 ) ami nomethane 
et le Tween 80. 

De preference, pour une solution d'un litre, le 
medicament en solution comprend de 0 , 1 a 10 g ( notamment 
1 g, environ, d'anticorps monoclonal, et de 0,1 a 10 g, « 
notamment 2,4 g, environ, de tris (hydroxymethy 1 ) 
aminomethane ou analogue, et de 0,1 a 10 mi lie de Tween 80, 
notamment 2 pour dix mi lie, dans un solute isotonique. 

Les medicaments selon 1* invention comprennent de 
preference un anticorps monoclonal dirige contre la chaine 
alpha de la molecule LFA- 1 et plus par t i cul i erement un 
anticorps monoclonal tel que defini ci-dessus. 

L' invention a encore pour objet un kit destine a 
1 •administration simultanee, separee ou etalee dans le 
temps, en vue de la prevention des rejets de greffes 
d'organes sol ides, comprenant : 

- un medicament dont le principe act if est au 
moins un anticorps dirige centre la molecule anti-LFA-1, de 
preference un anticorps monoclonal du type decrit ci-dessus, 

- et au moins un autre compose act if en matiere de 
prevention du rejet des greffes d'organes, notamment choisi 
parmi les composes suivants : 

. le Tacrolimus (Fk 506), 
. I ' Aza th i opr i ne , 
. un steroide, tel que la Prednisone ou un 
cort icosteroide equivalent , 
la cyclosporine A. 
L'ivention a encore pour objet un procede pour la 
prevention du rejet des greffes d'organes sol ides tels que ^ 
le rein, dans lequel on administre au moins un anticorps 
monoclonal anti-LFA-1 tel que decrit ci-dessus et * 
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eventuel lement au moins' un autre agent choisi parmi ceux du 
kit ci-dessus. De preference, l'anticorps monoclonal est 
administre a raison de 1 a 50 mg/jour, notamment d'environ 
20 mg/jour ; de preference par perfusion, notamment de 
1 1 ordre de 30 mi n . 

Plus par t icul ierement 1' invention a pour objet un 
procede pour la prevention du rejet des greffes d'organes 
sol ides , tels que le rein, caracterise en ce que 1 * on 
administre une dose initiale d'un anticorps anti-LFA-1 peu 
de temps, notamment dans les deux heures , par exemple une 
heure, avant le retabl i ssemen t de la continuity vasculaire 
du greffon implante, puis des doses quotidiennes pendant 
environ 9 jours. 

La dose initiale est de preference de 30 mg 
(2 x 15 mg) et les doses suivantes, chez l'adulte, sont 
avantageusement de 1 'ordre de 15 mg, administrees de 
preference par perfusion dans une veine per ipherique . 

Le dosage, rapporte au poids, est plus important 
chez 1 ' enfant . 

Le procede de prevention est remarquable en ce 
qu'il peut-etre avantageusement conduit sans autre 
medication majeure, en particulier sans autre anticorps- 
monoclonal ou gamma globulines anti-T, et sans cyclosporins 

De facon avantageuse un traitement a la 
cyclosporine peut etre mis en oeuvre le 9eme ou 10 erne jour 
au moment de 1' arret du traitement anti-LFA-1. 

Le procede selon 1* invention peut, par ailleurs, 
etre associe au traitement par corticoides et azathioprine 
habi tuel . 

L' invention va etre maintenant decrite plus en 
detail a Taide d f un mode de realisation de 1' invent ion. 
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L'anticorps monoclonal 25.3 est recolte apres 
culture en fermenteurs dans un milieu sans proteine. Les 
surnageants hebdomada i res sonl concentre puis purifies par 
trois etapes chroma tograpli i ques sur Q-Sepharose FF , puis 
S-sepharose FF, puis Q-Sepharose FF. 

On prepare des flacons de 5 ml d'anticorps 25.3 en 

concentration de 1 mg/ml 

- anticorps 5 mg , 

- tris (hydroxymethy 1 ) aminomethane 12,1 mg , 

- NaCl 43, 5 mg, 

- Tween 80 1 m <* ' 

- Eau pour injection qs 5 ml, 

Des traitements i mmunosuppresseurs peuvent etre 

associes : 

- Cyclosporine A (SANDTMMUM : a raison de 8 a 
10 mq/kg/jour par voie orale a partir du 9eme jour apres la 
greffe ; en une a deux administrations par jour pendant une 
duree indeterminee ; ou par voie intravei neuse a raison de 2 
a 4 mg/kg/jour. 

- Azathioprine (Jmurel 1 ") : a raison de 2 mg/kg/j a 
partir du jour de la greffe, par voie orale ou 
intraveineuse, pour une dose totale de 25 mg ; 
administration en une fois ; la dose journal iere peut aller 
de 2 a 2, 5 mg/kg. 

- Steroides : a raison de 1 mg/kg/j de Prednisone 
ou d'un cort icosteroide equivalent, aux jours 1 a S, par 
voie orale ; a partir du 6eme jour, on diminue la dose tous 
les 5 jours de 10 mg , puis arret total au 45eme jour. 

Des traitements divers peuvent etre associes si 
besoin est ; par exemple : 

- antifongique oral tel qu ' amphoter icine B 
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(Fungizone'") a raison de l.S mq/iour pendant un mois, 

- antibiotique tel que Sulfamethoxazole- 
Trimethoprime (Bactrim'") a raison de 800 mq/jour pendant 3 
moi s , 

- traitement centre la fievre par exemple 
paracetamol par voie orale a raison de 650 mq, selon les 
besoi ns , 

- traitement centre le prurit a l'aide d'un 
antihistaminique tel que la diphenhydramine a raison de 50 
mg par voie orale, selon les besoins. 

Experience clinique en prophylaxie du rejet de qreffe de 
rei n • 

Un essai clinique de phase II, monocent r i que , 
ouvert, non randomise, est realise chez quinze patients 
devant subir une lere transplantation renale. 

Le premier patient a ete inclus le 25 mai 
1992. Tous les patients ont ete suivis trois mois 
post-gref f e. 

Les cinq premiers patients (patients 1 a 5) ont 
regu 20 mg/jour d'anticorps anti-LFAl 25.3 pendant 10 jours. 
Au vu des resultats cliniques el biologiques obtenus dans ce 
premier groupe, les cinq patients suivants (patients 6 a 10) 
ont regu 15 mg/jour. Les cinq derniers patients ont regu 
10 mg/jour (patients 11 a 15). 
Criteres d' inclusion. 

Premiere greffe de rein de cadavre, receveur entre 
18 et 60 ans, donneur entre 10 et 60 ans, duree d'ischemie 
froide < 48 h, et obtention d'un consentement de 
par t i c i pat i on si gne . 
Protocole de traitement utilise. 

L f anticorps est perfuse par voie i ntraveineuse sur 
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une duree de 30 minutes, des jours Jl (jour de la 

transplantation) a J10- 

Par rapport an protocole standard de triple 
therapie utilise habi tuel lement dans le centre, 
1 ' introduction de la cyclosporine est retardee au 9eme jour 
post-transplantation afin d^atteindre les taux residuels 
recommandes lors de 1 ' i nterrupt i on de 1'anti-LFAl (a J10). 
I/azathioprine est administree a la dose de 2 mg/kg/jour 
a partir de Jl a 5, puis reduit de 10 mg tous les 5 jours a 
partir de J6 et interrompu a J45 post-transplantation. 
Tolerance aux injections. 

La tolerance immediate aux injections est 
excel lente : tous les patients ont recu la total ite du 
traitement. II n'a pas ete observe de difference entre les 
groupes (20 ou 15 mg) en terme de tolerance a 1' injection 

d'anti-LFA-l. 

Tolerance biologique : la moitie des patients 
s'est immunise contre l'anticorps mais 1 ' immunisation est 
toujours survenue apres le dernier jour de traitement (entre 
J12 et J30) . 
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Evolution ciinique - Tableau resume 



Nombre de patients 




5 


5 


5 


Nombre de patients evaluables 


5 


5 


4 * 


Arrb-LFAI (mg/jour) 10 jours 






J u 


Suivi moyen (jours) 




90 


90 


90 


Arret de trartement 




0 


0 


0 


Immunisation 


a J15 
a J30 


3/5 
3/5 


0/5 
275 


2/4 
1/4 


Episodes de rejet 


avant J10 
de J10 a J30 
de J30 a J90 
(nb de patients) 


U 

0 

1 

(1) 


A 
VI 

0 
3 

(2) 


n 
%j 

0 

2 

(2) 


Episodes infectieux 




0 


3 

(2 CMV; 
1 Candidose) 


4 

(2 CMV 
1 Candidose 
1 Pvelonephrite) 


Creatinemie (micromol/t) 
Moyenne s.e.m. J1 
(n = 5) J30 
J90 


545 ± 221 
148 Ji 20 
167 + 48 


516 jf 137 
229 ± 109 
186 jt 118 


617 ± 135 
140 38 
133 jf 22 



* 1 cas de thrombose arterielle immediate 



FEUILLE DE REMPLACEMENT (REGLE 26) 
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Tous les patients sont en vie et ont une greffe 
fonctionnelle a 3 mois post-greffe a 1 'exception d'un 
patient du groupe 3 qui a perdu son qreffon par thrombose 
arterielle immediate sans rapport avec un phenomene de 
re jet . 

Aucun episode de rejet sous traitement anti-LFAl 
n'a ete observe. Six patients ont presente au moins un 
episode de rejet (entre le premier et le deuxieme mois). Ces 
episodes de rejet ont tous ete resolus par des traitements 

convent i onnel s . 

Le suivi biologique de l'etude a comporte l'etude 

de plusieurs parametres. 

La mesure des taux d'anticorps circulants a ete 
effectuee par un test immunoenzymat igue detectant les 
immunoglobu lines (Ig) de sour is dans le serum en reference a 
une courbe etalon de 25.3 pur i fie. Les deux groupes 20 et 15 
mg presentent des taux eleves de 25.3 circulants atteignant 
en moyenne 12 et 10 ug/ml a la fin du traitement. La 
difference entre les premier et deuxieme groupes n'est pas 
statistiquement significative, et le 25.3 est encore 
detectable dans les deux groupes a J14, voire J20 pour 
certains patients. Dans le troisieme groupe les taux etaient 
nettement plus faibles et disperses mais neanmoins 
signif icatifs quatre jours apres la derniere injection. 

L'anticorps n'entraine pas de modification majeure 
du nombre de cellules circulantes, il n'est done pas 
depietant. Par contre les cellules circulantes et en 
particulier les lymphocytes et les monocytes sont recouverts 
de 25.3 de fagon saturante. En effet , lorsque les cellules 
des patients sont etudiees en cy tof 1 uoromet r i e , le marquage 
obtenu avec un anticorps anti-souris couple a la 
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f luoresceines est de meme intensite avec ou sans marquage 
prealable in vitro avec une quantite saturante de 25.3 (20 
ug/mg), Cette saturation s'observe encore a J14 pour 3/5 des 
patients du groupe I et pour tous les patients du groupe II. 

La presence de I'anticorps circulant et la 
saturation des cellules s'accompagne d 1 un blocage 
fonctionnel des cellules mis en evidence au niveau des 
capacites d'adhesion des lymphocytes T. II est connu que les 
molecules LFA1/ICAM-1 sont impliquees dans 1' adhesion 
heterotypique des lymphocytes T a des cellules cibles 
lymphoblastoi'des B. 

II a done ete mis au point un test d'adhesion 
entre les lymphocytes T du sang circulant et une lignee B 
(Daudi). Les lymphocytes sont i6oles sur gradient de Ficoll, 
puis marques avec un anti-CD3 couple a la phycoery thr i ne (7 
ug/ml) et la lignee B est marquee en immunofluorescence 
indirecte avec un anticorps monoclonal anti-Daudi, puis un 
anticorps anti-souris couple a la f 1 uoresceine . Le6 cellules 
reprises en milieu RPMI sont mises en presence dans un 
rapport 1:1 (cellules mononuclees : Daudi) et incubees soit 
a 4°C, soit a 37°C (avec et sans addition de 25.3, 15 
ug/ml). La reaction est arret.ee par addition de 2 volumes de 
milieu froid et les cellules sont conservee a 4°C jusqu'a 
l'analyse en cystometrie dans les 2 h qui suivent. Lors de 
1 'analyse, on mesure parmi les cellules CD3+ eel les qui sont 
doublement positives. Ces evenements doublement posit if s 
correspondent a des conjugues T-Daudi comme le confirme 
1 'augmentat ion apparente de taille (x2 ou x3) des cellules 
CD3+ "doublement" marquees. Le nombre de conjugues 
correspond au pourcentage de conjugues obtenus a 37°C, moins 
le pourcentage obtenu en presence de 25.3 a 15 pg/ml . 
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Les resultats obtenus avec les cellules des 
patients sont exprimes sous la forme d'un index d'adhesion, 
c'est-a-dire rapportees aux valeurs obtenues dans la meme 
experience avec des cellules de sujets temoins (donneurs 
sains de facon a normaliser les variations inter-essais ) . 

Dans tous les groupes de patients, 1 ' index 
d'adhesion est completement effondre pendant le traitement, 
puis rempnte progressivement entre J20 et J30 . Un seul 
patient, du groupe I, a recupere une adhesion normale a J15 
et presente par ailleurs une immunisation importante contre 
le 25.3, avec ' presence d'anticorps ant i-idiotypes . La 
recuperation des capacites d'adhesion est en fait 
contemporaine de la desaturation des cellules circulantes. 

On a aussi, au cours du traitement, analyse 
1 'expression de la molecule LFA1 sur les lymphocytes des 
patients par cytof 1 uorometr i e . On a pu observer une 
diminution de l'intensite de fluorescence du CDlla revele 
par le 25.3, pouvant atteindre 50 %, et ce dans les deux 
groupes. Cette modulation commence des la premiere injection 
mais est plus importante entre J10 et J15. Elle s'accompagne 
d'une diminution tout a fait parallele de 1 'expression du 
CD18, c'est-a-dire de la chaine B de la molecule LFA1. 

Sept des quatorze patients suivis ont presente une 
immunisation, sans effets durant le traitement. Seuls quatre 
patients ont montre, apres le traitement, des anticorps Ig6 
de soutis detectables au dela d'une dilution au 1/300. 

En resume le 25.3 est un anticorps non depletant 
qui, aux doses uti Usees, sature les sites LFA- 1 presents 
sur les cellules circulantes et ainsi entraine un blocage 
des capacites d'adhesion lymphocytaire LFA- 1 dependantes. Le 
traitement peut s ' accompagner d'une modulation de 
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r expression cellulaire d« la molecule LFA1. II est capable 
d'induire une reponse anticorps souvent faible mais parfois 
(1 cas/10 dans cette etude) importante, apres la periode de 
trai teinent , avec presence d 1 an U - i d i ot ypes . 
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R EVEND I CAT I ONS 

1. Utilisation d'anticorps monoclonaux diriges 
contre la molecule LFA- 1 humaine pour la preparation d'un 
medicament destine au traitement de base de la prevention du 
rejet des greffes d'oganes solides, notamment le rein, chez 
1 ' homme . 

2. Utilisation selon la revendicat ion 1, 
caracterisee en ce que l'anticorps monoclonal est dirige 
contre la chaine alpha de la molecule LFA- 1 . 

3. Utilisation selon la revendicat ion 1 ou 2, 
caracterisee en ce que l f anticorps monoclonal reagit avec : 

- les lymphocytes T et B, les monocytes, les 
macrophages et les polymorphonucleaire ; 

- 60 % environ des thymocytes et prothymocy tes ; 

- des lignees de cellules T ; 

- la 1 ignee KG1 . 

4. Utilisation selon I'une quelconque des 
revendicat ions 1 a 3, caracterisee en ce que l'anticorps 
monoclonal est une IgGl de souris. 

5. Utilisation selon la revendicat ion 4, 
caracterisee en ce que l'anticorps monoclonal est 
l'anticorps 25.3 depose aupres de la collection ECACC sous 
la reference 92 120 309. 

6. Utilisation d'un anticorps monoclonal dirige 
contre la molecule LFA- 1 selon 1 ' une quelconque des 
revendicat ions 1 a 5 pour la preparation d'un medicament 
destine a prevenir le rejet des greffes d'organes solides 
chez un receveur auquel le medicament est administre a 
raison d'environ 1 a 50 mg d'ant icorps/ jour , notamment 
d'environ 20 mg/jour. 

7. Utilisation selon la revendicat ion 6 pour la 
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preparation d'un medicament destine a prevenir le rejet des 
greffes d'organes chez un receveur auquel le medicament est 
administre sur une periode allant de 1 a 30 jours. 

8. Utilisation selon la revendicat ion 6 ou 7, pour 
la preparation d'un medicament destine a prevenir le rejet 
des greffes d'organes sol ides chez un receveur auquel le 
medicament est administre par perfusion, notamment de 
1 1 ordre de 30 mi n . 

9. Utilisation selon 1'une des revendi cat i ons 6 a 
8, pour la preparation d'un medicament destine a prevenir le 
rejet d'organes chez un receveur auquel le medicament est 
administre avec une dose de charge de 30 mg avant la 
revascularisation du greffon puis une dose journal idre de 15 
mg jusqu'au dixieme jour. 

10. Medicament comprenant a titre de principe 
actif au moins un anticorps monoclonal dirige centre la 
molecule LFA- 1 humaine en solution a 1 mg/ml environ dans un 
vehicule approprie. 

11. Medicament comprenant a titre de principe 
actif au moins un anticorps monoclonal dirige contre la 
molecule LFA- 1 humaine en solution aqueuse isotonique pour 
perfusion et au moins un agent de stabilisation tel que le 
tris (hydroxymethy 1 ) aminomethane et le Tween 80. 

12. Medicament selon la revendi cat ion 11, 
caracterise en ce que, pour une solution d f 1 litre, il 
comprend de 0 , 1 a 10 g, notamment 1 g environ d'anticorps 
monoclonal, et de 0,1 a 10 g, notamment 2,4 g de tris 
(hydroxymethy le) aminomethane ou analogue et de 0 , 1 a 10, et 
notamment 2 pour dix mi lie de Tween 80. 

13. Medicament selon l'une quelconque des 
revendicat ions 10 a 12, caracterise en ce que Tanticorps 
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monoclonal est dirige contre la chaine alpha de la molecule 
LFA- 1 . 

14. Medicament selon l'une quelconque des 
revendications 10 a 13, caracterise en ce que l'anticorps 
monoclonal reagit avec : 

- 60 % environ des cellules sanguines ; 

- les lymphocytes T et B, les monocytes, les 
macrophages et les polymorphonuc lea ires ; 

- 60 % environ des thymocytes ; 

- des lignees de cellules T ; 

- la 1 ignee KG1 . 

15. Medicament selon l'une quelconque des 
revendications 10 a 14, caracterisee en ce que l'anticorps 
monoclonal est une IgGl de souris. 

16. Medicament selon la revendicat ion 14 r 
caracterise en ce que l'anticorps monoclonal est l'anticorps 
25.3 depose aupres de la collection ECACC sous la reference 
92/20309. 

17. Kit pour 1 1 admi ni strat ion simultanee, separee 
ou etalee dans le temps, en vue de la prevention des rejets 
de greffe d'organes sol ides, comprenant un medicament dont 
le principe actif est au moins un anticorps dirige contre 
la molecule LFA-1 humaine et au moins un autre compose actif 
en matiere de prevention des greffes d'organes. 

18. Kit selon la revendicat ion 17, caracterise en 
ce que le ou les autres composes act if s sont choisis par mi 
le groupe constitue par la Cyclosporine A, 1 ' Azathiopr i ne, 
les steroides teis que la Prednisone. 
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